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Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase (GPDH) 

Die Erfindung betrifft DNA-Sequenzen, die fur eine Glycerin- 3 
Phosphat -Dehydrogenase (GPDH) kodieren, und die Allele sowie 
die Derivate dieser DNA-Sequenzen. 



Die Erfindung betrifft weiterhin genomische Klone, die das 
vollstandige Gen einer Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase und 
Allele sowie Derivate dieses Gens enthalten. 



Die Erfindung betrifft aufierdem Promotoren und andere 
Regulatorelemente der Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase -Gene . 

Die Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase (GPDH; EC 1.1.1.8), auch 
als Dihydr xyacetonphosphat-Reduktase bezeichnet, ist mafi- 
geblich durch die Bereitstellung von Glycerin- 3 -Phosphat an 
der Triacylglyceridbiosynthese in Pflanzen beteiligt. Die 
Fettsaure- und Triacylglyceridbiosynthese lassen sich aufgrund 
der Kompartimentierung als getrennte Biosynthesewege , jedoch 
im Hinblick auf das Endprodukt, als ein Biosyntheseweg 
ansehen. Die de novo Biosynthese von Fettsauren erfolgt in den 
Plastiden und wird von drei Enzymen bzw. Enzymsystemen 
katalysiert, d.h. (1) der Acetyl-CoA Carboxylase (ACCase) , (2) 
der Fettsauresynthase (FAS) und (3) der Acyl-[ACP]- 
Thioesterase (TE) . Die Endprodukte dieser Reaktionsf olge sind 
in den meisten Organismen entweder Palmitin- , Stearin- und, 
nach einer Desaturierung, Olsaure. 

Im Cyt oplasma dagegen erfol g t die T r ia c ylglyceridbiosynthese 

im sogenannten "Kennedy Pathway" am Endoplasmatischen 
Reticulum aus Glycerin- 3 -Phosphat, das durch die Aktivitat der 
Glycerin-3 -Phosphat -Dehydrogenase bereitgestellt wird (S.A. 
Finnlayson et al, Arch. Biochem. Biophys . 199 , Seiten 179-185 
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(1980) ) , und den Fettsauren, die als Acyl-CoA Substrate 
vorliegen . 

Die enzymatische Aktivitat der Glycerin- 3- Phosphat -Dehydro- 
genase wurde bei Pflanzen wahrscheinlich erstmals in 
Kartof f elknollen festgestellt (G.T. Santora et al, Arch. 
Biochem. Biophys . 196 , Seiten 403-411 (1979)). In anderen 
Pflanzen konnte diese Aktivitat zuvor nicht beobachtet werden 
(B. Konig und E. Heinz, Planta 118 , Seiten 159-169 (1974)), so 
daS die Existenz des Enzyms ungeklart war. Daher wurde die 
Bildung von Glycerin- 3 -Phosphat aufgrund der Aktivitat einer 
Glycerin-Kinase als alternativer Biosyntheseweg diskutiert. 
Spater wiesen Santora et al, supra, die GPDH in* Spinatblattern 
nach und konnten das Enzym etwa urn das 10 000- f ache anrei- 
chern. Sie bestimmten das native Molekulargewicht mit 63,5 kDa 
und zeigten pH-Optima fur die Reduktion von Dihydroxyaceton- 
phosphat (DHAP) von 6,8 bzw. 9,5 fur die Ruckreaktion. Aus 
Rizinus- Endosperm wurde die GPDH ebenfalls nachgewiesen 
(Finlayson et al, Arch. Biochem. Biophys. 199 . Seiten 179-185 
(1980)) . Nach jungeren Arbeiten (Gee et al, Plant Physiol. 86 . 
Seiten 98-103 (1988a)) konnten in angereicherten Fraktionen 
zwei GPDH-Aktivitaten, eine cytoplasmatische (20-25%) und eine 
plastidare (75-80%) festgestellt werden. Beide Formen werden 
unterschiedlich reguliert. So ist beispielsweise die cytoplas- 
matische Isoform durch F2,6DP aktivierbar, wahrend die 
plastidare Isoform durch Thioredoxin aktiviert wird (R.W. Gee 
et al, Plant Physiol. 86, Seiten 98-103 (1988) und R.W. Gee et 
al . Plant Physiol. 6T7, Seiten 379-383 (1988) . 

Molekularbiologische Methoden halten zunehmend Einzug in die 
pf lanzenziichterische Praxis. Mit Hilfe der Genmanipulation, 
z.B. Ubertragung von Genen, die fur Enzyme kodieren, k6nnen 
Anderungen in der Biosyntheseleistung unter Bildung neuer 
Inhaltsstof f e und/oder hoherer Ertrage dieser Inhaltsstof f e 
erzielt werden. Die GPDH als eines der wichtigsten Enzyme in 
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* der Triacylglyceridsynthese ubt einen wesentlichen EinfluS auf 

die Olproduktion von Pflanzen sus. 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, den Olertrag von 
Nutzpflanzen durch Beeinf lussung des Triacylglyceridgehalts zu 
verbessern. 

Diese Aufgabe wird mit den DNA-Sequenzen gemaS Anspruch 1 und 
den Genen aus den genomischen Klonen gemafi Patent anspruch 4 
gelost . 

* 

Die Erfindung betrifft DNA-Sequenzen, die fur eine Glycerin- 3- 
Phosphat -Dehydrogenase kodieren, und die Allele sowie Derivate 
dieser DNA-Sequenzen . 

Die Erfindung betrifft weiterhin genomische Kione, die ein 
vollstandiges Gen einer Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase 
umfassend das Strukturgen, den Promotor und andere Regulator- 
sequenzen, und die Allele sowie Derivate dieses Gens 
enthalten. 

Die Erfindung betrifft ebenso die Promo toren und andere 
Regulatorelemente der Glycerin-3 -Phosphat -Dehydrogenase -Gene 
aus den genannten genomischen Klonen, und die Allele sowie 
Derivate dieser Promotoren. 

Die Erfindung betrifft auSerdem ein Verfahren zur Herstellung 
von Pflanzen, Pf lanzenteilen und Pf lanzenprodukten, deren 
Triacylglyceridgehalt bzw. Fettsauremuster verandert ist, bei 
dem die genannten DNA-Sequenzen bzw. die Gene aus den 
genomischen Klonen auf gentechnologischem Weg ubertragen 
wer^ien . 

Die Erfindung betrifft zudem die Verwendung der genannten DNA- 
Sequenzen oder eines der aus den genannten genomischen Klonen 
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stammenden Gens zur Veranderung des Triacylglyceridgehalts 
bzw. dessen Fettsauremuster in Pflanzen. 



Die Erfindung betrifft schlieSlich transgene Pflanzen, 
Pf lanzenteile und Pf lanzenprodukte, die nach dem zuvor 
genannten Verfahren hergestellt worden sind. 

Die Figuren dienen zur Erlauterung der vorliegenden Erfindung 
Es zeigen: 



Figur 1 



den Vergleich der abgeleiteten Aminosaure- 
sequenzen der cDNAs C1GPDH3 0 und C1GPDH109 
sowie des Gens aus dem genomischen Klon 
ClGPDHg3 mit der GPDH-Minosauresequenz der 
Maus (Mm GPDH) ; 



Figur 2 



die gelelektrophoretische Auftrennung von 
Proteinen aus BB26-3 6-Zellen; 



Figur 3 



die Kartierung der in den genomischen Klonen 
ClGPDHgB, ClGPDHg9 und ClGPDHg3 enthaltenen 
Insertionen mit verschiedenen Restriktions- 
enzymen; 



Figur 4 



die schematische Darstellung der funktionel- 
len Bereiche der in den genomischen Klonen 
C1GPDH5, CI GPDH 9 und C1GPDH3 enthaltenen 
Gene ; und 



Figur 5 



den Northern Blot mit RNAs aus verschiedenen 
Pf lanzengeweben, hybridisiert mit der cDNA 
C1GPDH20 als Sonde . 
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Es: ist selbstverstandlich, daS im Rahmen der Erf indung auch 
allelische Varianten und Derivate der erf indungsgemaSen DNA- 
Sequenzen bzw. Gene erfaSt sind, unter der Voraussetzung, daS 
diese modif izierten DNA-Sequenzen bzw. die modif izierten Gene 
fur die Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase kodieren. Zu den 
allelischen Varianten und Derivaten zahlen beispielsweise 
Deletionen, Substitutionen, Insertionen, Inversionen oder 
Additionen der erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen bzw. Gene. 

Als Ausgangsmaterial fur die Isolierung von cDNAs, die fur 
Glycerin - 3 - Phosphat -Dehydrogenase kodieren , is t j edes 
Pf lanzenmaterial geeignet, das dieses Enzym in ausreichender 
Menge produziert. Als besonders geeignetes Ausgangsmaterial 
haben sich in der vorliegenden Erfindung isolierte Embryonen 
aus der in Mittelamerika beheimateten Pflanze Cuphea 
lanceolata erwiesen. 

Zur Isolierung der erf indungsgemafien DNA-Sequenzen wurde eine 
funktionelle Komplementation angewendet . Hierbei handelt es 
sich um die Komplementation von Mutanten eines Mikroorganismus 
mit heterologer cDNA. Die funktionelle Komplementation 
erfolgte nach Infektion des E . coli-Stammes BB26-36, der fur 
Glycerin auxotroph ist, mit Phagemids, die Plasmide mit cDNAs 
aus Cuphea lanceolata enthalten. Aus funktionell komplemen- 
tierten Bakterien wurden Plasmide isoliert, welche mit 
Restriktions-Endonukleasen gespalten und elektrophoretisch 
aufgetrennt wurden. Die in den Plasmiden enthaltenen cDNAs 
konnten in zwei Klassen, eingeteilt werden, die sich durch die 
GroSe der Insertionen unterscheiden lieSen. Die Retransfor- 
mation bestatigte, daS die isolierten cDNAs in der Lage waren, 
die Mutante BB26-36 zu komplementieren . 

Der vollstandige kodierende Bereich einer der beiden Klassen 
kodiert fur eine Glycerin-3 -Phosphat -Dehydrogenase und ist in 
dem cDNA-Klon C1GPDH20 enthalten. Es handelt sich hierbei um 
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ein Eco RI-Apal -Fragment, das eine GroSe von 1354 bp aufweist. 
Die vollstandige 1354 bp DNA-Sequenz der cDNA C1GPDH20 und die 
davon abgeleitete Aminosauresequenz ist als SEQ ID NO:l im 
Sequenzprotokoll gezeigt. Die cDNA C1GPDH20 wurde doppel- 
strangig seguenziert. Ausgehend vom Startkodon "ATG" kodiert 
die cDNA von Position 17 bis 1132 fur ein Protein mit 3 72 
Aminosauren (Ende beim Stopkodon "TAG"), das ohne Leseraster- 
verschiebung als Fusion zu lacZ exprimiert wird. Das 
errechnete Molekulargewicht betragt 40 , 8 kDa. Vor dem "ATG" 
bef inden sich zwei Basenpaare (CA) , die zur cDNA zu zahlen 
sind. Die ersten 14 Nukleotide sind der DNA-Seguenz der Fusion 
mit lacZ zuzuordnen, und am 3 '-Ende ist die Linkerseguenz 
angegeben. Das PolyA-Signal befindet sich an den Positionen 
1329 bis 1334 im 3 ' -nicht translatierten Bereich. 

Es ist anzunehmen, dafi die cDNA C1GPDH2 0 eine cytoplasmatische 
Isoform darstellt, da bei Homologievergleichen mit der GPDH 
der Maus (siehe Figur 1) ein Transitpeptid nicht erkennbar 
ist. Aufgrund der Lage einer mutmaSlichen NADH-Bindungsstelle, 
die der Konsensus-Sequenz GxGxxG entspricht (siehe Positionen 
2 9 bis 34 in der Aminosauresequenz von C1GPDH2 0 in Figur 1 
(R.K. Wierenga et al, Biochem 24, Seiten 1346-1357 (1985)) 
reicht die N-terminale Sequenz von 28 Aminosauren nicht aus, 
urn fur ein Transitpeptid zu kodieren, deren Lange zwischen 32 
und 75 Aminosauren variiert (Y. Gavel et al, FEBS Lett 261 . 
Seiten 455-458 (1990)). 

Zur Isolierung weiterer GPDH cDNAs wurde eine cDNA-Bank aus 
Cuphea lanceolata mit der cDNA C1GPDH2 0 als Sonde durchsucht, 
wobei insgesamt 52 cDNA-Klone isoliert wurden. Die 18 langsten 
cDNAs wurden vollstandig oder zum Teil sequenziert. cDNAs mit 
dem vollstandigen kodierenden Bereich bzw. eine fast 
vollstandige cDNA der GPDH sind in den cDNA-Klonen C1GPDH109 , 
C1GPDH3 0 und C1GPDH132 enthalten. 
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Der cDNA-Klon C1GPDH109 enthalt auf einem 1464 bp EcoRI-Apal- 
DNA-Fragment den vollstandigen kodierenden Bereich der GPDH, 
. der fur ein Protein mit 381 Aminosauren kodiert . Die DNA- 

Sequenz sowie die daraus abgeleitete Aminosauresequenz ist als 
SEQ ID NO: 2 im Sequenzprotokoll wiedergegeben. Das DNA- 
Fragtnent wurde doppelstrangig sequenziert. Der kodierende 
Bereich beginnt mit dem Startkodon "ATG 11 an Position 45 und 
endet an Position 1187, woran sich das Stopkodon "TAG" 
(Positionen 1188 bis 1190) anschliefit. Die cDNA selbst beginnt 
an Position 15. Die ersten 14 Nukleotide sind der DNA-Sequenz 
der Fusion mit lacZ zuzuordnen. Im nicht translatierten 
Bereich am 3'-Ende befinden sich das PolyA-Signal (Positionen 
1414 bis 1419) und der PolyA-Bereich (Positionen 1446 bis 
1454) sowie die Linkersequenz (Positionen 1459 bis 1464) . 

Eine weitere cDNA, C1GPDH3 0, enthalt ebenfalls auf einem 1390 
bp EcoRI-XhoI- Fragment den vollstandigen kodierenden Bereich 
der GPDH, der fur ein Protein mit 372 Aminosauren kodiert. Die 
doppelstrangig sequenzierte DNA-Sequenz und die daraus 
abgeleitete DNA-Sequenz ist als SEQ ID NO: 4 im Sequenzproto- 
koll gezeigt. Die proteinkodierende Sequenz beginnt mit dem 
Startkodon "ATG" an Position 34 und endet vor dem Stopkodon an 
Position 1149., Die ersten 14 Basenpaare sind der Sequenz der 
Fusion mit lacZ zuzuordnen. Im 3 '-nicht translatierten Bereich 
befinden sich das PolyA-Signal (Positionen 1349 bis 1354) und 
der PolyA-Bereich (Positionen 1366 bis 1384) . 

Der cDNA-Klon C1GPDH132 mit einer Gr6£e von 1490 bp liegt als 
Eco Rl-Xho I -Fragment vor, dessen DNA-Sequenz sowie die davon 
abgeleitete Aminosauresequenz als SEQ ID NO: 3 im Sequenz - 
protokoll gezeigt ist. Das DNA-Fragment wurde doppelstrangig 
sequenziert. Im Vergleich zur cDNA C1GPDH109 fehlen der cDNA 
C1GPDH132 14 Aminosauren am N-Terminus. Das offene Leseraster 
beginnt an Position 15 und endet an Position 1115, gefolgt vom 
Stopkodon an den Positionen 1116 bis 1118. Somit kodiert die 
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cDNA C1GPDH132 fur ein Protein mit 367 Aminosauren und umfafit • 

mit Ausnahme von 14 Aminosauren ebenfalls den kodierenden 

Bereich der Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase . Die ersten 14 • 

Nukleotide sind der Sequenz der Fusion mit lacZ zuzuordnen und 

am 3 ' -Ende befindet sich die Linkersequenz (Positionen 1485 

bis 1490) . Das PolyA-Signal sowie der PolyA-Bereich sind an 

den Positionen 1343 bis 1348 bzw. 1465 bis 1484 im nicht 

translatierten 3 ' -Bereich lokalisiert. 

Aufgrund der Sequenzdaten konnen zwei Klassen von cDNAs 
unterschieden werden. Danach gehoren die cDNAs C1GPDH20 und 
C1GPDH3 0 zur Klasse A und die cDNAs C1GPDH132 und C1GPDH109 
zur Klasse B . 

Wie aus Figur 1 zu erkennen ist, zeigen die abgeleiteten 
Aminosauresequenzen der cDNAs C1GPDH3 0 und C1GPDH109 96% 
identische Aminosauren. Gleichzeitig wurden die abgeleiteten 
Aminosauresequenzen der cDNAs und die des eines zu einer 
weiteren Klasse zuzuordnenden Gens, C1GPDH3 0 , mit der GPDH- 
Aminosauresequenz der Maus (MmGPDH) verglichen. Die 
Unterschiede der von der cDNA C1GPDH109 abgeleiteten 
Aminosauresequenz , der kodierten Aminosauresequenz des Gens 
und der GPDH der Maus im Vergleich zur abgeleiteten 
Aminosauresequenz von C1GPDH3 0 sind schwarz unterlegt . Im 
Mittel besteht eine Identitat der abgeleiteten Proteine der 
cDNAs und des GPDH-Gens zum Protein der Maus von etwa 50%. 

Die cDNA C1GPDH2 0 wurde in einen Expressionsvektor kloniert 
und als Fusionsprotein mit der Glutathion-S-Transf erase in 
E.coli exprimiert. Dazu wurde die cDNA mit dem "ATG" beginnend 
(siehe Position 17, SEQ ID NO:l) in ein Derivat des 
Expressionsvektors pGEXKG (K.L. Guan et al, Analytical 
Biochem. 192 , Seiten 262-267 (1991)), pGX, kloniert. Zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach der Zugabe von IPTG (Isopropyl- 
S-thiogalactopyranosid) wurden BB26-36-Zellen geerntet und 
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deren Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt. In Figur 2 
ist die gelelektrophoretische Auftrennung der BB26-36- 
Zellextrakte gezeigt. In der linken Spalte sind die Proteine 
von Zellen mit dem Expressionsvektor pGX (ohne Fusion; 26 kDa 
Protein) zu erkennen, wahrend dessen auf der rechten Seite 
Proteine von Zellen mit dem Expressionsvektor pGXGPDH2 0, der 
ein Fusionsprotein von 67 kDa kodiert, aufgetragen worden ist. 
Die angegebenen Stundenwerte geben die Zeiten der Probe - 
entnahme nach IPTG-Induktion an. Man sieht deutlich eine 
Anreicherung des Fusionsproteins nach zwei Stunden. Mit 
isoliertem Fusionsprotein wurde anschlieSend eine 
Enzymaktivitatsbestimmung in einem Enzymassay der GPDH 
durchgefuhrt und signifikante Enzymaktivitat gemessen. Diese 
Ergebnis belegt eindeutig, da£ die cDNA C1GPDH20 ein 
funktionsfahiges Gen fur die Expression von GPDH enthalt. 

Des weiteren wurden genomische Klone isoliert, wobei eine Bank 
aus genomischer DNA von Cuphea lanceolata mit der cDNA 
C1GPDH2 0 als Sonde gescreent wurde. Auf diese Weise konnten 31 
genomische Klone isoliert werden. Die genomischen Klone 
enthalten ein vollstandiges Strukturgen einer Glycerin-3- 
.Phosphat- Dehydrogenase und die Allele sowie Derivate dieses 
Gens zusammen mit der Promotorsequenz und anderen Regulator - 
elementen. Das bedeutet also, daS sie vollstandige Transkrip- 
tionseinheiten bilden. 

Drei oenomische Klone werden nachfolgend charakterisiert . Es 
handelt sich dabei urn den genomischen Klon ClGPDHg3 mit einer 
DNA- Insertion von 15,9 kb, den genomischen Klon ClGPDHgS mit 
einer DNA- Insertion von 17 , 7 kb und den genomischen Klon 
ClGPDHg9 mit einer DNA-Insertion von 15,6 kb. In Figur 3 ist 
die Kartierung der DNA- Insert ionen der genomischen Klonen mit 
verschiedenen Restriktionsenzymen gezeigt . Die schwarzen 
Balken kennzeichnen die Fragmente, die mit einer 5' -Sonde der 
cDNA GPDH20 hybridisieren . Die weiSen Balken zeigen die 
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Bereiche der DNA- Insert ionen, die seguenziert wurden und in 
den Sequenzprotokollen aufgefuhrt sind. 

Die Sequenzanalyse der in Figur 3 angegebenen Bereiche (weifie 
Balken) der drei genomischen Klone ClGPDHgS, CLGPDHg3 und 
ClGPDHg9 hat ergeben, daS in diesen das vollstandige oder zum 
Teil vollstandige Strukturgen der GPDH mit erheblichen 
Anteilen der Promotorsequenz bzw. mit der gesamten 
Promotorsequenz (5' -Richtung) enthalten sind. Eine 
schematische Darstellung der sequenzierten Bereiche der < 
genomischen Klone ist in Figur 4 wiedergegeben. Die 
genomischen Klone ClGPDHgS, ClGPDHg9 und ClGPDHg3 enthalten 
neben Promotorsequenzen die vollstandigen Strukturgene der 
GPDH. Vom genomischen Klon ClGPDHg9 wurde der gesamte 
Promotor der GPDH seguenziert. 

So enthalt ein 4434 bp DNA-Fragment des genomischen Klons 
ClGPDHgS im 5'-Bereich Teile des Promotors und das voll- 
standige Strukturgen der GPDH. Die doppelstrangig sequenzierte 
DNA-Sequenz sowie die daraus abgeleitete Aminosauresequenz 
sind als SEQ ID NO : 5 im Sequenzprotokoll gezeigt . Die durch 
nicht translatierte DNA-Bereiche (Introns) unterbrochene 
proteinkodierende Sequenz mit 372 Aminosauren beginnt mit dem 
Startkodon "ATG " an Position 1394 und endet vor dem Stopkodon 
"TAG" an Position 4005. Die putative TATA -Box befindet sich an 
den Positionen 1332 bis 1336. Der mutmaBliche Transkriptions- 
start ist bei Position 1364 (Joshi, NAR 15 , Seiten 6643 bis 
6653, 1987). Das PolyA-Signal befindet sich am 3'-Ende an den 
Positionen 4205 bis 4210. Die Position 4221 entspricht dem 
letzten Nukleotid vor dem PolyA-Bereich der cDNA C1GPDH3 0 
(siehe Position 1365 im SEQ ID NO:4) . _ 

Das vollstandige Strukturgen der GPDH sowie Teile des 
Promotors in 5' -Richtung sind in einem 4006 bp DNA-Fragment 
aus dem genomischen Klon ClGPDHg3 enthalten. Die weitgehend 
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doppelstrangig sequenzierte DNA-Sequenz des DNA- Fragments aus 
ClGPDHg3 sowie die daraus abgeleitete Aminosauresequenz sind 
als SEQ ID NO: 6a und SEQ ID NO :6b im Sequenzprotokoll gezeigt . 
Der durch Intronsequenzen unterbrochene proteinkodierende 
Bereich beginnt an Position 1182 (siehe SEQ ID NO :6a) mit dem 
Startkodon "ATG" und endet vor dem Stopkodon "TAG" an Position 
190 (siehe SEQ ID NO: 6b) . Die Signalsequenzen CAAT-Box und 
TATA-Box bef inden sich vor dem Transkriptionsstart an den 
Positionen 1055 bis 1058 und 1103 bis 1107. Mutmafiliche 
Transkriptionsstartpunkte sind an den Positionen 113 6 und 
1148. Aufgrund fehlender Sequenzdaten ist innerhalb der 
kodierenden Sequenz ein Bereich von etwa 4 80 bp nicht 
identif iziert . Das PolyA-Signal befindet sich im nicht 
translatierten 3 '-Bereich an den Positionen 333 bis 398. (SEQ 
ID NO :6b) . 

Der gesamte Promotor sowie das erste Exon der fur eine GPDH 
kodierenden Sequenz sind in einem 1507 bp DNA- Fragment aus dem 
genomischen Klon ClGPDHg9 enthalten. Die weitgehend doppel- 
strangig sequenzierte DNA-Sequenz sowie die daraus abgeleitete 
Aminosauresequenz sind als SEQ ID NO: 7 im Sequenzprotokoll 
wiedergegeben. Die TATA-Box befindet sich vor dem Trans- 
kriptionsstart an den Positionen 1108 bis 1112. Die protein- 
kodierende Sequenz beginnt mit dem Startkodon "ATG" an 
Position 1193 und endet an Position 1376, wo ein nicht 
translatierter Bereich (Intron) beginnt. Der mutmaiSiiche 
Transkriptionsstart ist bei Position 1144. 

Aufgrund von DNA-Sequenzvergleichen ist festgestellt worder 
daS die cDNA C1GPDH30, die ein vollstandiges Proteinlesera.. _er 
fur die GPDH umfaEt, identisch zu dem GPDH -Gen aus dem 
genomischen Klon ClGPDHg5 ist. Somit lafit sich der genomische 
Klon CIGPDHgS in die Klasse A (siehe oben) einordnen. Die cDNA 
C1GPDH132 mit einem fast vollstandigen Proteinleseraster fur 
die GPDH ist identisch zu dem Gen aus dem genomischen Klon 



3DOCID: <WO 9506733A2_I_> 



WO 95/06733 PCT/EP94/02936 



- 12 - 



ClGPDHg9, der sich somit in die Klasse B (siehe oben) 
einordnen laSt. Das Gen aus dem genomischen Klon ClGPDHg3 
konnte keiner der beiden Klassen zugeordnet werden und bildet 
daher eine weitere Klasse C. 



Die erf indungsgemafien DNA-Sequenzen, die fur eine Glycerin- 3- 
Phosphat -Dehydrogenase kodieren, konnen unter Anwendung 
gentechnologischer Verfahren (in Form von anti- sense- oder 
Uberexpression) in Pflanzen zur Produktion dieser Dehydro- 
genasen zwecks Anderung von Biosyntheseleistungen in diesen 
Pflanzen eingefuhrt bzw. ubertragen werden. Die erfindungs- 
gemafie DNA-Sequenzen werden, soweit sie nicht als vollstandige 
Transkriptionseinheit vorliegen, vorzugsweise zusammen mit 
geeigneten Promotoren, insbesondere in rekombinanten Vektoren, 
wie beispielsweise binare Vektoren, in die Pflanzen einge- 
fuhrt. Die genomischen Klone konnen als eigene vollstandige 
Transkriptionseinheiten zur Transformation von Pflanzen ver- 
wendet werden, um EinfluS auf den Triacylglyceridgehalt und 
dessen Fettsauremuster zu nehmen. 



Alle Arten von Pflanzen konnen fur diesen Zweck transf ormiert 
werden. Es werden bevorzugt Olpflanzen, wie beispielsweise 
Raps, Sonnenblurae, Lein, Olpalme und Soja, transf ormiert , um 
in diesen Pflanzen die Triacylglyceridbiosynthese in gewiinsch- 
ter Weise zu beeinf lussen . 

Die gentechnologische Einfiihrung der erf indungsgemaEen DNA- 
Sequenzen, die fur eine Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase 
kodieren sowie der in den genomischen Klonen enthaltenen 
vollstandigen Gene einer Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase 
konnen mit Hilfe ublicher Transf ormationstechniken durch- 
gefuhrt werden. Solche Techniken umfassen Verfahren wie 
direkten Gentransfer, wie beispielsweise Mikroinjektion, 
Elektroporation, Particle gun, das Quellen von Pf lanzenteilen 
in DNA-L6sungen, Pollen- oder Pollenschlauchtransf ormation, 
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virale Vektoren und Liposomen- vermittelten Transfer sowie die 
Ubertragung von entsprechenden rekombinanten Ti-Plasrniden oder 
Ri-Plasmiden durch Agrobacterium tumef aciens und die Trans- 
formation durch Pf lanzenviren. 

Die erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen sowie die in den genomi- 
schen Klonen enthaltenen vollstandigen Gene einer Glycerin- 3- 
Phosphat -Dehydrogenase sind in hervorragender Weise geeignet, 
in transgenen Pflanzen eine betrachtliche Olertragssteigerung 
hervorzuruf en. Diese Olertragssteigerung ist mit einer 
Erhohung des Triacylglyceridgehaltes im Samen aufgrund einer 
Uberexpression der GPDH zu erhalten. Daruber hinaus kann durch 
anti-sense-Expression bzw. Cosuppression eine Reduktion der 
Glycerin- 3 -Phosphat-Konzentrat ion erreicht werden, womit 
Bausteine fur die Triacylglyceridsynthese fehlen. Dieser 
Effekt ist dann von besonderem Nutzen, wenn beispielsweise die 
Bildung von Wachsestern ( Jojoba-Wachsester) in den Samen 
transgener Pflanzen verbessert werden sollen. Eine weitere 
Anwendungsmoglichkeit der erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen 
sowie der Gene aus den genomischen Klonen ist darin zu sehen, 
in transgenen Pflanzen die Triacylglycerid-Biosynthese zu 
unterdriicken und die CoA-Ester sowie Glycerin-3 -Phosphat fur 
andere Biosynthesen verfiigbar zu machen. 

Des weiteren sind die Promotoren der Glycerin-3 -Phosphat - 
Dehydrogenase -Gene aus den erf indungsgemaSen Klonen bei- 
spielsweise einsetzbar fur eine gerichtete Expression chimarer 
Gene in embryospezif ischem Gewebe . Aufgrund experimenteller 
Daten ist im Hinblick auf die Spezifitat der Promotoren 
anzunehmen, da£ die Promotoren der Gene aus den genomischen 
Klonen ClGPDHg5 und ClGPDHg9 samenspezif isch sind, wahrend- 
dessen der Promotor des Gens aus dem genomischen Klon ClGPDHg3 
im Embryo nicht oder nicht sehr aktiv ist. So eignen sich 
beispielsweise ein 1387 bp BamHI/AlwNI- Fragment aus ClGPDHgS 
fur transkriptionelle Fusionen, ein 1189 bp Sphl/Narl- Fragment 
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aus ClGPDHg9 fur translationelle Fusionen und ein 1172 bp 
BamHI/BsmAI (part .) -Fragment aus ClGPDHg3 fur transkriptionelle 
Fusionen. GroSere (oder auch kleinere) Promotorf ragmente 
lassen sich aufgrund der auf den genomischen Klonen daruber 
hinaus vorhandenen klonierten Abschnitten zur Expression 
chimarer Gene heranziehen. Ebenfalls regulatorische Sequenzen, 
die sich moglicherweise downstream des ersten Kodons der GPDH- 
Gene befinden, sind fiir eine gezielte Expression chimarer Gene 
aus den klonierten Fragmenten aus genomischer DNA zu erhalten. 

Eine Northern-Blot -Analyse mit polyA*-RNA aus verschiedenen 
Geweben von Cuphea lanceolata mit der cDNA C1GPDH2 0 als Sonde 
zeigt sehr groEe Mengen an RNA in Embryonen im Vergleich zu 
anderen Geweben (siehe Figur 5) . Die RNA-Akkumulation ist mit 
einer erhohten Genexpression korreliert und deutet somit auf 
einen aufierordentlich starken Promotor. 

Die nachf olgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der 
Erf indung . 

BEISPIELE 

Das im Rahmen der vorliegenden Erf indung verwendete 

Pf lanzenmaterial stammte von Cuphea lanceolata (Lythraceae) 

(lanzettblattriges Kocherblumchen oder Hockerblumchen) . 

Beisoiel 1 

Herstelluna von cDNAs der Glycerin- 3 -Phosnhat -Dehydrogenase 
aus Cuphea lanceolata 

Die Herstellung einer c DNA -Bank aus Cuphea lanceolata 
(Wildtyp) erfolgte mit Hilfe des cDNA ZAP®-Synthesekits gemaS 
den Angaben des Herstellers (Stratagene, La Jolla USA) , Als 
Ausgangsmaterial zur Synthese der cDNAs wurde mRNA aus iso- 
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lierten, etwa zwei bis drei Wochen alten, unreifen Embryonen 
verwendet. Die auf diese Weise erhaltene cDNA-Bank hat eine 
GroSe von 9,5 x 10 5 rekombinanten Phagen. 

Die funktionelle Komplementation zur Isolation von cDNAs, die 
fur eine Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase kodieren, wurde mit 
dem E.coli Bakterienstamm BB26-36 (R.M. Bell, J. Bact. 117, 
Seiten 1065-1076 (1974)) durchgef uhrt . Das Bakterienmedium 
wurde zur Kultur von BB26-36, der unter anderem, die 
Mutationen plsB26 und plsX tragt, 0,1% Glycerin zugegeben und 
somit die Bakterien supplement iert . Zur f unktionellen 
Komplementation wurde Medium ohne Glycerin verwendet. 

Aus der oben beschriebenen cDNA-Bank in X-ZAP II wurden die 
pBluescript-Plasmide mit den cDNA- Insert ionen gemafi den 
Herstellerangaben (Stratagene) durch in vivo Excision mittels 
Helferphagen ausgeschnitten und in Phagenhullen verpackt : Es 
wurden 200 /xl XLlBlue E . coli-Zellen (OD 600 = 1) mit 5 x 10 6 pfu 
der X-ZAP II cDNA-Bank und, urn eine Koinfektion zu gewahr- 
leisten, mit einer zehnfachen Menge an fl -Helferphagen R408 
infiziert. Nach einer 15 Minuten langen Inkubation bei einer 
Temperatur von 37°C zur Phagenadsorption wurden 5 ml 2xYT- 
Medium hinzugegeben und fur weitere drei Stunden bei einer 
Temperatur von 37°C geschtittelt. Wahrend dieser Zeit 
sekretieren die Zellen die pBluescript-Plasmide, welche in die 
Hullen der Helferphagen verpackt sind, die sogenannten 
Phagemids, ins Medium. Durch eine 20 Minuten lange Hitze- 
behandlung bei 70°C wurden die Bakterien abgetotet und die 
X-Phagen inaktiviert . Nach einer Zentrif ugation wurde der 
Uberstand abgenommen, der neben den Phagemids Helferphagen 
enthalt. Dieser Uberstand wurde zur Infektion des Mutanten- 
stamms von BB26-36 verwendet. 

Die Komplementation erfolgte nach Infektion des E . coli-Stammes 
BB26-36 mit denjenigen Phagemids, die Plasmide mit cDNAs 
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enthalten, die fur eine Glycerin- 3 -Phosphat -Dehydrogenase 
kodieren. Zur Selektion wurde M56-LP-Medium (Bell, supra) mit 
50 fig Ampicillin eingesetzt (ohne Glycerin- 3 -Phosphat) . Die 
Retransf ormation von BB26-36 erfolgte nach der Methode von D. 
Hanahan, J.Mol.Biol. 166 , Seiten 557-580, (1983) mit 
anschliefiender Plattierung auf das genannte selektive Medium. 

Zur Bestimmung der Sequenz der DNA-Fragmente der positiven 
cDNA-Klone wurden Deletionsklone mittels Exonuclease III 
hergestellt (Stratagene) , die nach der Methode von Sanger et 
al , Proc. Nat. Acad. Sci. 74, Seiten 5463-5467 (1977) 
sequenziert wurden. Die DNA- Sequenz ierung erfolgte teilweise 
radioaktiv mit Hilfe des T7 Sequencing® Kits bzw. mit Hilfe 
eines "Pharmacia Automated Laser Fluorescent A.L.F.®" DNA- 
Sequenziergerates . Die Sequenzen wurden mit Hilfe der Computer 
Software der University of Wisconsin Genetics Computer Group 

(J. Devereux et al, Nucl . Acids Res. 12, Seiten 387-394 

(1984) ) analysiert. 

Des weiteren wurden cDNA-Klone durch Screenen einer cDNA-Bank 
aus Cuphea lanceolata mit der cDNA C1GPDH2 0 als Sonde iso- 
liert . Dazu wurde eine cDNA-Bank aus Cuphea lanceolata 
(Wildtyp) mit Hilfe des cDNA ZAP® Synthesekits gemaS den 
Angaben des Herstellers hergestellt. Ausgangsmaterial zur 
Synthese der cDNAs war mRNA aus isolierten, etwa zwei bis drei 
Wochen alten, unreifen Embryonen. Die erhaltene cDNA-Bank hat 
eine Gro£e von 9,6 x 10 s rekombinanten Phagen mit einem Anteil 
von etwa 50% an Klonen, deren Insert ionen 500 bp ubersteigen. 
Die cDNA-Bank wurde mit C1GPDH20 als Sonde durchsucht und 18 
cDNAs isoliert und teilweise bzw. vollstandig in ublicherweise 
sequenziert. Von diesen cDNAs entfielen 12 auf die Klasse A 
und 6 cDNAs auf die Klasse B. 
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Die Enzymmessungen wurden mit dem Fusionsprotein nach dem 
Protokoll von Santora et al, Arch. Biochem. Biophys 196 , 
Seiten 403-411 (1979)) durchgef uhrt . 

Beispiel 2 

Herstellung von aenomischen Klonen der Glycerin- 3 -Phosphat- 
Dehvdroaenase aus Cuphea lanceolata 

Hierzu wurden genomische DNA aus jungen Blattern von Cuphea 
lanceolata isoliert (S.L. Delia Porta et al, Plant .Mol .Biol . 
Rep. 1, Seiten 19-21 (1983)). Die DNA wurde dann partiell mit 
dem Restriktionsenzym Sau3A gespalten, wonach DNA- Fragment e 
der GroSenordnung zwischen 11000 bp und 19000 bp in den mit 
Xhol gespaltenen Vektor XFIXII (Stratagene) kloniert wurden, 
nachdem die beteiligten Schnittstellen jeweils mit zwei 
Nukleotiden partiell aufgefullt worden waren. Die nicht- 
vervielf altigte genomische DNA -Bank reprasentierte 5,4 mal das 
Genom von Cuphea lanceolata. Mit der ClGPDH20-cDNA als Sonde 
wurden dann aus dieser Bank 31 genomische Klone isoliert. 

Unter anderem wurden die drei genomischen Klone ClGPDHg3 (15,9 
kb DNA- Insertion) , ClGPDHg5 (17,7 kb DNA- Insertion) und 
ClGPDHg9 (15,6 kb DNA- Insertion) naher charakterisiert . Dazu 
wurden geeignete Subklone in iiblicher Weise hergestellt und 
deren DNA- Insert ionen mit dem ExoIII/Mungbean Kit, und zur 
Uberbruckung von Liicken, mit Oligonukleotidprimern 
sequenziert . 

Sollten in irgendeiner Weise molekularbiologische Arbeiten 
nicht hinreichend beschrieben worden sein, so wurden diese 
nach Standardmethoden, wie bei Sambrook et al, A laboratory 
Manual, 2nd edn. (1989) beschrieben, durchgef uhrt . 
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Patentanspriiche 

1. DNA-Seguenzen, die fur eine Glycerin-3-Phosphat- 

Dehydrogenase kodieren, und die Allele sowie Derivate 
dieser DNA-Sequenzen. 

2- DNA- S equenz en nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi sie aus Pflanzen isoliert sind. 

3. DNA- S equenz en nach Anspruch 2, daduxch gekennzeichnet, 
dafi sie aus Cuphea lanceolata isoliert sind* 

4. Genomische Klone, die ein volls tandiges Gen einer 
Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase und die Allele sowie 
Derivate dieses Gens en thai ten. 

5. Genomische Klone nach Anspruch 4, dadurch 
gekennezeichnet, dafi das vollstandige Gen neb en dem 
Strukturgen die Promo tors equenz und andere 
Regulatorelemente umfafit. 

6. Genomische Klone nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daS sie aus genomischer Pflanzen-DNA isoliert sind. 

7. Genomische Klone nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Pflanzen-DNA von Cuphea lanceolata stammt. 

8. Promotoren und andere Regulatorelemente der Glycerin-3- 
Phosphat-Gene aus einem der genomischen Klone nach den 
Anspruchen 5 bis 7 und die Allele sowie Derivate dieser 
Promotoren . 

9. DNA- S equenz en nach Anspruch 1, erhalten durch 

funktionelle Komplementation mit Mutanten eines 
Mikroorgani sinus . 



9506733A2_I_> 



WO 95/06733 



19 



PCT/EP94/02936 



10. DNA-Sequenzen nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ der Mikroorganismus E.coli BB26-36 ist. 

11. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen, Pf lanzenteilen 
und Pflanzenprodukten, deren Triacylglyceridgehalt bzw. 
dessen Fettsauremuster verandert ist, bei dexn eine DNA- 
Seguenz nach einem der Anspruche 1 bis 3 Oder ein aus den 
genomischen Klonen stammendes Gen nach einem der 
Anspruche 4 bis 7 auf gentechnologischem Weg iibertragen 
wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet, 
dafi die DNA-Sequenz oder das Gen durch Mikroinjektion, 
Elektroporation, Particle gun, das Quellen von 

Pf lanzenteilen in DNA-Losungen, Pollen- oder 
Poll enschlauchtrans formation, Ubertragung von ent- 
sprechenden rekombinanten Ti-Plasmiden oder Ri-Plasmiden 
mit Agrobacterium tumefaciezis, Liposomen-vermitteltem 
Transfer oder durch Pf lanzenviren iibertragen wird. 

13. Verwendung einer DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 1 
bis 3 oder eines aus den genomischen Klonen stammenden 
Gens nach einem der Anspruche 4 bis 7 zur Anderung der 
Biosyntheseleistung in Pflanzen. 

14. Pflanzen, Pf lanzenteile und Pf lanzenprodukte, hergestellt 
nach einem Verfahren der Anspruche 11 oder 12 . 
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